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the applicant claims as priority: 
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In the matter of the above-identified application for patent, notice is hereby given that 
applicant(s) request that the Examiner consider the documents cited in the International 
Search Report according to MPEP §609 and so indicate by a statement in the first Office 
Action that the information has been considered. When the Form PCT/DO/EO/903 indicates 
both the search report and copies of the documents are present in the national stage file, there 
is no requirement for the applicant(s) to submit them (1 156 O.G. 91 November 23, 1993). 



REQUEST FOR CONSIDERATION OF DOCUMENTS 
CITED IN INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Assistant Commissioner for Patents 



Washington, D.C. 20231 



Sir: 



Respectfully submitted. 



OBLON, SPIVAK, McCLELLAND, 
MAIER & NEUSTADT, P.C. 





illlllllllllllllll 

22850 



Norman F. Obion 
Attorney of Record 
Registration No. 24,618 
Surinder Sachar 
Registration No. 34,423 



(703)413-3000 

Fax No. (703)413-2220 

(OSMMN 1/97) 



REC'D 20JUN 2000 



S. ^^ ^ p R. 
PORTUGAL 

MINISTtRIO DA ECONOMIA 



WlPO 



PCT 



INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL 



CERTIFICADO DE PEDIDO 
DE PATENTE DE INVEN^AO 




Certifica-se que os documentos em anexo estao conforme o original do 
pedido de patente de inven^ao n**. 102306. 

O pedido foi apresentado no INPl no dia 31 de Maio de 1999. 



Lisboa, 01 de Junho de 2000. 





Pelo Presidente 
do instituto Nacional da Propriedade Industrial 



AM*' 




INPI 



INSTITUTO NACtONAL 

DA PROPRfEOADE INDUSTRIAL 



PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMfTTED IK 
COMPLIANCE WITH RULE 1 7, 1 (a) OR (b) 



Campo das Cebotas 
1100 USBOA 

Tetef.: (01) 688 51 51/2/3 - Fax: (01) 887 53 08 - 886 00 66 
E-mail : inpl @ mail, tetepac. pt 




Campo das Cebotas * 11 00 LISBOA 
Telefs.: 01 888 51 51 /2/ 3 

Unha azul: 01 888 10 78 • Fax: 01 887 53 08 - 886 DO 66 
E-mail: inpi @ mail, teiepac. pt 



A 



FOLHA DO RESUMO 



MSmUTONAOONAl 
MINmtPIO DA ECONOhUA 



I'' 



PAT.IIW. MOD.im. MOaiND. DES. IND. TOP.SEMIC. 

an □ □ □ 

N » Otqectos I — I N." Oesenhos 1 — I 
© DATA DO PEDIDO 14-/0^/ 99- @ 



ClASSIRCAgAOlNTERNAaONAL 



REQUERENTE (t^) 
(NOME E MORADA) 



INSTITITO SUPERIOR DE AGRONOMIA, portugues, com sede na Tapada 
da Ajuda, CP, 1399 Lisboa, Portugal e STAB-TRATAMENTO DE AGUAS E 
BIOTECNOLOGIA, LDA., portuguesa, com sede na Qf de Sf Teresa. 2825 Chameca da 



iNVENTOR{ES)/AUTOR(ES) (g) ^UHO Migucl Sousa FalcSo Freire Rodrigues, Maria da Gra5a Alves 
Gonfalves e Virgilio Borges Loureiro, Portugal 



REIVINDICAQAO DE PRIORIDADE(S) 


RGURA ( para Interpreta^So do resumo) 


DATA DO PEDIDO 


PAfS DE ORIGEM 


N « DO PEDIDO 








epIgrafe (54) 








'*Meio de cultura 


para detec9ao e 




identificafio de 


leveduras dos eeneros Dekkera e 




Brettanomvces" 









RESUMO (max. 150 palavras) 

A inven9ao refere se a um meio de cultura para detectar leveduras dos g^neros 
Dekkera e Brettanomvces . Contrariamente aos meios existentes, a presente inven9ao cria 
condi9oes para as celulas viaveis dos generos Dekkera e Brettanomvces originarem colonias, 
alterarem a cor do meio de cultura e produzirem compostos volateis identificaveis pelo olfacto. 
Esse meio de cultura e constituido por 6,7 g/L "Yeast Nitrogen Base", 0,01g/L cicloheximida, 
0,1 g/L acido p cumarico, 0,022g/L verde de bromocresol, 48g/L etanol e 20g/L agar, devendo o 
pH ser acertado a 5,40dbO,05 com um acido forte. O acido p cumarico e convertido, por leveduras 
destes generos, em 4 etilfenol, que tem um aroma fenolado e permite, por isso, 0 seu 
reconhecimento. O aroma e perceptfvel ao fim de 5 a 10 dias e e caracteristico dos generos 
Dekkera e Brettanomvces . A mudan9a das colonias, de creme para verde, 6 tamb^m uma 
caracteristica destes generos. A inven9ao pode se aplicar quer a estirpes de leveduras previamente 
isoladas e purificadas quer a suspensoes de popula96es mistas. 




Descri^o: 

Meio de cuUura para a detec^ao e identifica?ao de leveduras dos gineros Dekkera e 

Brettanomyces 

A presente inven9ao refere-se a um meio de cultura parcialmente selective e totalmente 
diferencial para a detecgao de leveduras dos g6neros Dekkera e 

10 dias. que constitui uma altemativa as laboriosas t&nicas cl^s.cas de ,denUf.ca?ao 
Normal^ente, o estudo e c^cterizagao da microflora de leveduras pijsentes nos mais diverso 
hSts (e.g. iebidas. alim*. natureza) envolve uma primeira fase de .solamento das e^irpes 
:Zv6s de meios de cuitura gen6ricos, para leveduras em geral. e uma segunda f^e de 
identificagao das estirpes isoladas atraves da utilizagao de m^todos convencionais e/ou baseados 
na llogL molecular O crescimento lento das leveduras dos g6neros Dekkera e BreUanomyces 
toma extremamente diffcil o seu isolamento em meios gen6ricos e. por consegumte, a sua 
posterior identifica9ao. Esta 6 feita atravds dos m^todos clSssicos que se baseiam ""["f^^^n^ ^e 
cLteristicas morfol6gicas e sexuais e incluem uma vasta gama de testes fisioldgicos e 
br^tSS^TrTLe d? um trabalho muito exigente que nao d^ resultados em menos de uma a 
duTslar^as e requer muita experiencia para uma correcta interpr.^?ao dos ado- Os 
maodos de identificagao baseados na biologia molecular sao mais ripidos que os cldssicos mas 
Sm exigem experiencia do operador, equipamentos e reagentes dispendiosos e as sondas ou 
iniciadores moleculares necess^irios k identificagao. ^ ui o 

O meio de cultura a que se refere a inven9ao obvia grande parte dos problemas 
verificados nos meios gen€ricos de uso corrente. nomeadamente a competi5ao de esp^'^s de 
leveduras de crescimento mais rlpido, como as dos generos Kloeckera, ^'''^^tr o 

dWesD^cies Schizosaccharomyces pombe e Torulaspora delbruecht. Porem, permite o 
crlcSo de outS. esp6cies'de leveduras, como por c.crn^lo Saccharornyces un.por^ 
Zo^ccharomycesferJntati, Candida tropicalis, U>dderomyces elong^sporus, Debaryornyc s 
iZ^a Debaryomyces polimorphus. Kluyveromyces nuirxianus. Yarnowta hpolyuca 
t^osaccharomyZsflorentL e Zygosaccharomyces microelUpsoides cm^r^scm a produtao 
dfchdr^ a 4 Jl-fenol e. nalguns casos. sem a mudan^a de cor do ind.cadon O me.o a^^^^^ 
resultados num prazo compreendido entre os 5 e 10 dias ap6s a moculagao. e € constituido por 
'?eS trogen Base", cicloheximida, ^cido p^um^co. verde de bromoctesol. etanol e agar. 

E meio nao € autoclavfivel na totalidade. devendo a sua estenhzagao ser realizacU do 
seguinte modo: cerca de 4/5 do volume total de dgua 6 estenhzado ^^'"^^^'l'^^^ ^. 
durante 20 minutos, juntamente com o agar, tendo sido ajustado previamente o PH a 5,4 :^.05 
com um dcido forte. No volume restante de dgua sao dissolvidos os outros componentes do m«o 
e acertado o pH a 5.4 ±0.05 com um 6cido forte. Esta solu9ao d estenhzada por fil^9ao. As 
duas solu9oes sao misturadas s6 ap6s o arrefecimento da solu9ao de agar a^ ^-^^.V?^, 

De acordo com a inven9ao. As celulas sao moculadas neste meio e mcubadas. 
nreferencialmente. a 25»C. Ao fim de 5 a 10 dias. de acordo com o estado fisiol6gico das celulas, 
su""rnU e verifica-se a mudan9a de cor do meio de cultura de azul a amax.^. No c^o 
dal leveduras pertencerem aos g^nero Dekkera e Brettartomyces scri ^^^^^^^'^^^^^^^^^^^^^ 
fenokdo do 4-rtil-fenol. que 6 uma caracteristica destes g6neros. A mudan9a de cor das col6mas 
de cr^me para verde € ilhim uma caracteristica destes g6neros no meio em causa, observafao 

que nao se verifica para as restantes especies. - • u«^Hnr«Q 

^ A presente inven9ao pode ser aplicada directamente a suspensoes mistas de Jev^-^^^ 
dando indica9oes sobre a presen9a destes generos, sempre que se venfiju« o -oma fen^^^^^^^^ 
meio de cultura. Pode ainda ser aplicada a estirpes previamente isoladas e P""fif das "ao 
Hlvendo. neste caso. necessidade do meio de cultura conter etanol e cicloheximida. A mudan9a 
de cor e a produ9ao do cheiro fenolado surgirao. entao. mais precocemente. 



1 



O processo de acordo com a presente inven9ao sera ilustrado, seguidamente, atraves de 
exemplos: 

Omekldicultura contendo 6,7 ?JL de "Yeast Nitrogen Base", 0,01 g/L de cicloheximida, 
0 Ig/L de acido p-cumarico, 0,022g/L de verde de bromocresol, 48gA. de etanol e 20gA. de agar, 
devendo o pH do meio ser acertado a 5,40± 0,05 com um acido forte. O meio e estenlizado do 
seguinte modo: cerca de 4/5 do volume total de agua i esterilizado em autoclave, a 121 C 
durante 20 minutos, juntan^Spie com o agar, tendo sido ajustado previamente o pH a 5,4 ±0,05 
com um acido forte. No voluiAe restante de agua s5o dissolvidos os outros componentes do meio 
e acertado o pH a 5,4 ±0,05 com um acido forte. Esta solu9ao e esterilizada por filtra9ao As 
duas solu95es sao misturadas so apos o arrefecimento da solufao de agar ate cerca de 50 C. O 
meio homogeneizado e distribuido por placas de Petri. As estirpes de leveduras a idenuficar, 
previamente purificadas. s5o inoculadas neste meio, sob a forma de nscado ou de uma simples 
risca, e incubadas a 25°C. Todas as estirpes em que, no maximo apos 10 dias de mcuba9ao. o 
meio muda de cor para amarelo e possui o cheiro fenolado, pertencem aos generos DeAfera e 
Bremmmyces. A cor creme das colonias de leveduras destes generos evolui para verde. 

Co'^^^^terior. mas aplicado a suspensSes mistas de celulas de leveduras. Neste caso. 
para inocular. espalha-se uma aliquota da suspensao sobre o agar. Os resdtados sao similares aos 
Stos no exemplo 1, permitindo detectar a presen9a de leveduras dos generos Del^ra e 

Brettanomyces. 

C^mooLcnox, mas sem a adi92o de agar. Neste caso o meio 6 totalmente esterUizado 
por filtra9ao e aplica-se a tecnica do Numero Mais Provavel, utiUzando-se em amostras onde seja 
previsivel a presen9a de fongos filamentosos. Nesta situa9ao verifica-se a mudan9a de cor azul 
do meio Uquido a amarelo e a produ9ao do aroma fenolado. 

Co^^o exemplo 1. mas aplicado a suspensfies mistas de bact^rias e de leveduras. Os 
procedimentos e os resultados sao identicos aos do exemplo 1, mas o meio de cultura necessita 
de cloranfenicol e/ou oxitetraciclina para inibir o crescimento das bactenas. 

Co^f^o exemplo 3, mas aplicado a suspensoes mi^ de bacterias e de leveduras. Os 
procedimentos e os resultados sao identicos aos do exemplo 3, mas o meio de cultura necessita 
de cloranfenicol e/ou oxitetraciclina para inibir o crescimento das bactenas. 

Co'Jo exemplo 1, mas em que. ao inves de se inocular celulas ^^^^^^ 
inoculam suspensoes de celulas de uma estiipe. Os procedimentos para a mocula9ao e identico 
ao descrito no exemplo 2 e os resultados sao identicos aos descntos no exemplo 1 . 

Lisboa,26deMaiodel999 

Os requerentes 



Reivindicafoes: 




Meio de cultura selective e diferencial, caracterizado pelo formulario seguinte: 6,7 g/L de "Yeast 
Nitrogen Base", 0,01 g/L de cicloheximida, 0,1 g/L de acido p-cumarico, 0,022g'l. de verde de 
bromocresol, 48g/L de etanol e 20g/L de agar, devendo o pH do meio ser acertado a 5,40± 0,05 
com um acido forte. 



Meio de cultura selective e diferencial de acordo com a reivindica^ao 1, caracterizado pelo facto 
das leveduras dos generos Dekkera e Brettanomyces, quando crescidas neste meio, mudarem a 
cor do meio de azul a amarelo e produzirem compostos volateis de aroma fenolado e sui-generis 
ao fim de 5 a 10 dias, constituindo um metodo para o despiste expedite de leveduras destes 
generos. 



Meio de cultura selective e diferencial de acordo com a reivindica9ae 1, caracterizado per ser um 
metodo para a identifica^ao expedita de leveduras dos generos Dekkera e Brettanomyces, pelo 
facte das leveduras destes generos produzirem acido acetico, que muda a cor do meio de azul 
para amarelo, e 4-etil-fenel, que tern um aroma fenolado e sui-generis, facilmente reconhecivel 
pelo elfacto. 



Meio de cultura selective e diferencial de acordo com a reivindica9ae 1, caracterizado per conter 
0.1 g/L de cloranfenicol e/ou 0,lg/L de oxitetraciclina, para detectar e identifcar leveduras dos 
generos Dekkera e Brettanomyces em bebidas, alimentos eu eutros produtes contendo 
popula95es mistas de leveduras e bacterias. 



Meio de cultura selective e diferencial de acordo com a reivindica9ao 1, caracterizado per conter 
tedos OS componentes a excep9ao de agar, para detectar e identificar leveduras dos generos 
Dekkera e Brettanomyces em bebidas, alimentos ou outros produtes contendo popula9oes mistas 
de leveduras, bacterias e fungos. 



Meio de cultura de acordo com as reivindica96es 1 e 4, caracterizado pelo facto de poder vir a 
integrar uma galeria de identifica95e, juntamente com eutros testes para identifica9ae de 
leveduras. 



Lisboa, 26 de Maio de 1999 
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Os requerentes. 




